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POLYPEPTIDE SYNTHETIQUE BIODEGRADABLE ET SON 
UTILISATION EN THERAPEUTIQUE 

* . La presente invention a pour objet un polypeptide biodegradable hydro- 

soluble non toxique utilisable en biologie et pour diverses applications 

T therapeutiques, notamment pour servir de support 3 des medicaments, ceux-ci 

etant, ensuite, lib£res progressiyement dans 1'organisme au fur et a mesure 
de la degradation biochimique du polymdre. 

Depuis plusieurs annees, on connalt des polymSres biodegradables non- 
toxiques pouvant servir de reservoir de medicaments et permettant la libe- 
ration progressive contrSiee de ceux-ci dans 1'organisme lors de la degra- 
dation du polymSre porteur. On trouve des informations generales sur de 
tels produits dans l'ouvrage: "Fundamental Aspects of Biocompatibility" par 
D.F. WILLIAMS f CRC Press (1981). Voir aussi brevet USP 4,093,709. 

Parmi ces polymdres, on cite plus particulierement les polypeptides 
synthetiques (polyaminoacides) dont la structure est voisine de celle des 
proteines. Ces polypeptides sont biocompatibles et leurs produits de degra- 
dation (acides amines) sont resorbables par 1'organisme. Ainsi SIDMAN ET AL 
(J. MEMBR. SCI (1980), 7 (3) ,277-91) ont divulgue un copolym^re d'acide 
glutamique et de y-glutamate d'ethyle dont la vitesse de degradation est 
fonction de la composition du copolymer e (proportions molaires des segments 
esterifies par rapport aux segments non esterifies) et qui permet d'emmaga- 
siner de nombreux produits, par exemple medicaments anti-malaria f anti- 
cancer et autres. De tels polymeres peuvent Stre utilises sous forme de 
baguettes contenant, en melange, le- medicament desire ou sous forme de 
capsules renfermant le medicament si celui-ci n'est pas miscible avec le 
.polym6re. Cependant, les polyglutamates et polyaspartates d'alcoyle (esters 
simples de ces polyacides) ne sont degradables en temps utile (d'un ordre 
de grandeur compatible avec leur utilisation pharmaceutique) que sous forme 
partiellement hydrolysee (voir par exemple ASANO et al, J. Macromol. Sci. 
Chem. A21 (5) (1984), 561-582). Pour obtenir de tels polymSres partielle- 
ment esterifies, il faut soumettre ces polyglutamates ou polyaspartates d 
une reaction d'hydrolyse menagee dorit les. conditions sont tr£s difficile- 
ment reproductibles. Par ailleurs, de trds faibles differences dans le 
degre d'hydrolyse influent considerablement sur la vitesse de biodegradabi- 
lite ulterieure ce qui constitue un probldme additionnel dans l'emploi de 
tels polymeres pour les buts precites. 

Aussi, malgre l'inter§t que presentent les produits ci-dessus, on a 
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continue i chercher un produit de qualites am61iorees et prSsentant notam- 
ment les proprietes suivantes: 

1. Excellente solubility dans la plupart des solvants inoffensifs 
courants convenant aux medicaments et m§me dans l'eau (en effet, les deri- 
ves connus de polyaminoacides ne sont, en general, solubles que dans cer- 
tains solvants special* (DMF, pyridine, F3CCOOH) dont l'emploi est incom- 
mode pour les preparations pharmaceutiques) . 

thermopla stiques . 

2. -Contr81e ameiiorS du processus de degradation. En effet, la vitesse 
de degradation des polypeptides synthetiques connus est liee de fa?on 
stricte a leur structure chimique et notamraent au taux d 'esterif ication. 
Ainsi, dans un cas donne (voir, SIDMAN K.R., et al.„ PB 81-132136 NTIS 
(1980), p. 42) une variation du taux d'esterification de 1'ordre de 10% 
fait passer la vitesse de degradation de 1 au centuple (voir egalement la 
reference : SIDMAN citee plus haut), ce qui pose des probldmes pour la 
preparation d'echantillons reproductibles. 

DEFINITION DE L' INVENTION 

Le polymdre de 1 'invention (et ses copolymdres avec d'autres acides 
amines) a permis de realiser ces objectifs et d'autres encore, non moins 
importants, comme on le verra par la suite* II s'agit d'un polypeptide 
esterifie de formule: 



(NH-CH-CO) - (I) 



C00H 
i 



<CH 2 ) n -C0< -NH-CHR-C0) m -NHCH( CH 2 > -G0OH 



dans laquelle R est un reste d'amino-acide quelconque mais, de preference, 
un hydrogSne (glycine), methyle (alanine), benzyle (phenylalanine), etc.* 
Cependant R peut egalement designer des restes d'aminoacides comportant des 
fonctions OH, SH, NH 2 (correspondant & d'autres amino-acides) , ainsi que - 
C00H' (correspondant aux acides glutamiques et aspartiques) , ce groupe 
carboxylique pouvant §tre libre, partielleraent esterifie par un alcoyle 
inferieur ou totalement esterifie. 

Dans la formule I qui precede, n vaut 1 ou 2, m est egal 3 0 ou un 
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entier de 1 a 4, p vaut z6ro, 1 ou 2 et x est tel que la masse molSculaire 
du polymdre soit d'au moins 5000D. La liaison amide reliant le carbone 
lateral du polyacide et le reste de la chalne laterale est denommee liaison 
"isopeptide". 

On voit, de par la formule I qui precede que, dans le cas ou m egale 
zero, le polymdre est un derive de la polyglutamine et, notamment lorsque p 
vaut zero, la poly- y -malonylglutamine. Lorsque p vaut l f on a la poly-^ 
succinylglutamine et lorsque p vaut 2, la poly- *Y-glutarylglutamine asyme- 
trique. 

Lorsque m est different de z£ro, la molecule comporte un chalnon mono- 
ou oligopeptidique intercaie entre le groupe CO de la polyglutamine et le 
groupe amino-substitue terminal. L'existence d'un ou plusieurs groupes 
peptidiques dans la chalne laterale du present polymer e correspond a la 
presence d'un ou plusieurs sites d'attaque hydrolytique enzymatique condui- 
sant a la degradation du polymdre en fragments resorbables par 1'organisme 
dans lequel le polymdre est incorpore. On peut done, en jouant sur le 
nombre et le type des aminoacides constituant ledit chalnon, exercer un 
contrSle precis sur la Vitesse de degradation du polymdre dans une applica- 
tion donn§e* Parmi les aminoacides qu'on prefdre pour constituer ces chal- 
nons, on peut citer la glycine, 1 'alanine, la phenylalanine, les acides 
aspartiques et glutamiques esterifies ,ou non esterifies, la leucine, la 
tyrosine, la methionine et autres. 

Le polymdre de 1' invention peut egalement se presenter sous la forme 
de copolymdre avec d' autres poly aminoacides. Dans ce cas, on aura un copo- 
lymer e de formule: 

R' 

- ( NH-CH-CO) y -< NH-CH-CO) % 

COOH 

( CH 2 >n"C0( NH-CHR-CO ) -NHCH- ( OU ) -COOH 
n m z p 



oti R' est un reste d'acide amihe quelcbnque, non carboxyie ou carboxyle; 
dans ce dernier cas, les groupes COOH peuvent §tre libres, partiellement 
esterifies ou totalement esterifies, les groupes R' des unites -(NH-CHR'- 
CO) pouvant §tre identiques ou differents dans la chalne du copolyraere, 
avec y + z = x, la valeur de x etant toujours choisie pour que le copoly- 
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raSre ait une masse moleculaire moyenne d'au moins 5000 D. La definition de 
R' peut done corresponds d celle de R. En regie generale, on prefere pour 
R' avoir des groupements tels que, par exemple m6thyle (alanine), isopro- 
pyle (valine), isobutyle (leucine et isoleucine), benzyle ( phenylalanine f, 
etc.. En principe, tous les autres acides amines aont egalement possibles, 
quoique, pour des raisons evidentes, on n' ait pu les essayer tous. R' peut 
egalement designer un reste d'acide glutamique ou aspartique non esterifie, 
ou esterifie partiellement par un alcool quelconque, par exemple MeOH ou 
EtOH, e'est-a-dire, par exemple, -CH 2 ) n -C00H ou -(CH 2 > n -CO0Me, n valant 1 
ou 2. II est i remarquer que si R' designe un reste d'acide glutamique ou 
aspartique libre, on peut repr6senter le polymere par la formule I, mais en 
admettant que le degrS de substitution (amidation du carboxyle) est infe- 
rieur a 100%; bien entendu, ce cas est egalement representable par la 
formule II avec R' = (CH 2 ) n -C00H et y/(z+y) etant egal au degre de substi- 
tution. 

On pourra egalement avoir, indifferemment, des acides amines de la 
serie L ou D. Les acides amines de la serie L (ou naturels) sent les plus 
interessants car les polypeptides les contenant sont degradables par les 
enzymes (proteases) du corps huaain, alors que les polypeptides constitues 
d 'unites D ne le sont pas. On peut mettre a profit cette difference grace a 
des copolym6res comprenant des aminoacides D et L, ceci afin de disposer de 
polymeres dont la Vitesse de degradation est modifiee suivant un schema 
prSStabli . 

Revenant a des considerations plus generales, il faut noter que la 
proportion molaire, dans le copolymere II, de 1* autre polyarainoacide libre 
ou partiellement esterifie permet egalement dans une notable mesure de 
regler la vitesse de biodegradation du copolymere en fonction des agents 
presents dans l'organisme au site de destination du melange de copolymere 
et du medicament a administrer, (e'est-a-dire dans l'organe ou le medica- 
ment doit agir). Ainsi, par exemple, si le copolymere est un copolymere de 
polyglutamine I et de leucine, on choisira la proportion molaire relative 
des deux constituants en fonction de la vitesse relative de degradation, au 
lieu considere, de la polyglutamine et de la polyleucine. En regie gene- 
rale, le rapport z/y peut varier de 1 a 30, mais ces limites peuvent §tre 
depassSes si besoin est. 

Bien entendu, dans le cas ou le groupe R' ne d^signe pas un groupe de 
nature unique dans la chaine du copolymSre, e'est-a-dire, par exemple 
lorsque l'un des R' designe un reste d'acide amin6 libre et qu'un autre R' 
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deaigne un reate d 'amino-acide eaterifie, on pourra, pour plus de commodity 
designer les variantes de R' par lea signea R", R'" etc.. La formule 
g6n6rale d'un tel copolymere peut alors §tre ach&natisfee comme suit: 

R' R" R'" 

- ( NH-CH-CO ) y - ( NH-CH-CO > z ~ < NH-CH-C0 ) y - ( NH-CH-CO) y (IIA) 

(CH, ) -CO(NH-CHR-CO> m -NHCH-C00H 
2 n ai | 

<CH«> -COOH 
A n 

oH la somme des y, z, u, v, . etc eat 6gale a x? u, v, etc. peuvent Stre 
bien entendu mils si le reste d6sign£ par R' eat de nature unique. Un cas 
typique ofl le copolymdre prSsente des R' et R" distincts est celui o0 ces 
groupes dSsignent des restes d'acide glutamique et/ou aspartique est£rifi6s 
et non estSrifiSs, la formule sch§matique d'un tel polym&re (dans le cas 
d'espSce, partielleraent m€thyl€) se prSsentant comme suit: 



<CH 7 ) -COOH (CH-) -COOMe 
j.n j z n 

- ( NH-CH-CO ) y - ( NH-CH-CO) % ( NH-CH-CO) Q - 

( CH 9 ) -CO ( NH-CHR-CO ) NHCH-COOH 
2 n m 

(CH 9 ) -COOH 



II est bien entendu que, du point de vue isom^rie optique, les poly- 
m£res de 1' invention peuvent coraprendre des ei&nents de configuration L ou 
D ou des melanges rac£miques ou, encore, des polymdres ou une des configu- 
rations domine. Les propri6t6s biochimiques de ces divers assemblages ne 
sont, bien Svidemment, par identiques, les polymSres oti dominent les formes 
naturelles L Stant plus accessibles a la degradation enzyraatique. On peut 
done, comme d6jS mention^ ci-dessus, en contrdler la dggradabilite en 
dosant, dans le copolymdre les proportions relatives de l'une et 1 'autre 
forme. 

Les polymSres I et copolym^res II sont solubles dans l'eau (meme i PH 
acide, contrairement 3 1'acide polyglutamique) (3 moins que les groupes 
COOH ne soient est6rifi6s) et g£n6ralement solubles dans un ou plusieurs 
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de3 solvants tels que le dimethylfonnamide, l'acide trifluoroacfitique, 
I'acide dichloroacetique, le trifluoro^thanol 

La biodSgradation du polymere I peut §tre sch&natisee coimoe suit: 

-(NH-CH-CO) COOH © H 2 o 

I * _ <is....L 



( CH_ ) -CO ( KH-CHR-CO ) -NHCH- ( CH , ) -COOH 
Z n m & p 



Enzymes 



-(NH-CH-CO)- COOH 
(CH,> -C '' 



»(H 2 N-CHR-COOH) <CH 2 > n -C0OH + H 2 N-CH-(CH 2 ) p -COOH 



H 2 0 

peptidases 



COOH 

ff «N-CH- ( CH 9 ) -COOH 
Z l> n 

La reaction <2) est consecutive a la reaction tl) et, de ce fait, la 
biodSgradation dti polymdre sera d'autant plus rapide que la Vitesse d 'hy- 
drolyse de la chalne lat^rale est plus grande. 

Dans le schema r6actionnel ci-dessus, on a indiqu6 par des petites 
filches les liaisons ou se produisent les scissions par hydrolyse enzymati- 
que (par exemple par la ^-glutamyl transpeptidase pr§sente dans l'organis- 
rae); aussi, par une selection appropriSe des aminoacides constituant cette 
chalne lat6rale, on peut, en fonction des conditions d' hydrolyse au lieu 
d' administration au polymSre, r£gler sa Vitesse de degradation et, partant, 
celle de liberation des medicaments qui lui sont associ£s r On pourra trou- 
ver une bonne illustration des propri6t£s d 'hydrolyse enzymatique des 
peptides greff§s dans la reference suivante: J. KOPECEK et al., Enzamati- 
cally Degradable Bonds in Synthetic Polymers dans Controlled Drug Delivery, 
Vol, I, basic concepts, CRC Press, page 81* (1983). 

On peut preparer le polymSre I et son copolymer e II par diver ses 
voies. Ainsi, par exemple dans le cas ou m = 0 (absence de chalnons de 
pontage entre le carbonyle du polyacide et le groupe azote substituS de la 
glutamine) on fait rSagir le polyarainoacide IV ou co-polyaminoacide corres- 
pondant d6sir6 avec un aminomalonate, aspartate ou glutamate d'alcoyle III 
(de tertbutyle, par exemple) en presence de dicyclohexylcarbodiimide (DCC) 
ce qui fournit 1' ester correspondant du polyacide I ou II, ce dernier etant 
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ensuite hydrolys€ par les moyens habituels. 

Le sch&na rfiactionnel de cette voie de preparation figure ci-dessous. 
Dans ce schema , le signe Y d§signe un groupe ester, par exemple, mSthyle, 
butyle, benzyle, etc... 

DCC 



-(NH-CH-CO) x - + H^-CH-COOY 



(CH-) -COOH 
£ n 



(IV) 



-(NH-CH-CO) x - 



(CH~) -COOY 
2 p 



(III) 



(CH 2 ) n -CO-NH-CH 



(CH 2 ) p -C00Y 
CH 
COOY 



(I) <T 



H + ,or 



EMF 



Dans le cas ou on intercale un chalnon intenngdiaire de pontage dans la 
chaine lat£rale (m * 0), on peut, suivant une forme d'ex^cution, constituer 
d'abord cette chaine latSrale a partir du diester III, en y fixant, pro- 
gressivement un ou plusieurs amino acides suivant les moyens habituels, 
puis relier cette chaine au polyaminoacide comme dans le schema ci-dessus. 

On donne ci-dessous un exemple sch&natique d'un tel processus dans 
lequel le diester III derive de l'acide amino-malonique et les chalnons 
interm£diaires d6rivent, successivement, de la phenylalanine et de la 
glycine. On notera que pour ajouter ces chalnons interm£diaires, on protege 
la fonction amino de ces aminoacides par un groupe benzoxycarbonyl (Z) et 
on utilise, conjointement d la dicyclohexylcarbodiimide (DCC), de 1'hydro- 
xybenzotriazole (HOBt), un rSactif permettant d'Sviter-les racSmisations 
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DCC, HOBt 



Z-Phe-NH-CH(COOY), 



debenzylation 



H- Phe-MH-CH- ( COOY ) 2 



H 2 /Pd-C 

HPhe-NHCH(COOY> 2 + ZGlyOH — UZC ' HQBt ZGly-Phe-NHCH(C00Y) 2 



Z-Gly-Phe-NHCH(C00Y) 2 debenzylation ^ HGly-Phe-NHCH(COOY> 2 



H 2 /Pd-C 



HGly-Phe-NHCH ( COOY) 2 + - ( NH-CH-CO) - 



DCC, HOBt 



(CH~) -COOH 
& n 



- (NH-CH-CO )- 



hydrolyse 



(CH 2 ) n -CO-Gly-Phe-NHCH( COOY) 2 



OH" 



- (NH-CH-CO) - 

• (CH 2 )- n C0MH-CH 2 -C0NH-CH(Bz)-C0NH( COOH) 2 
(I) m = 2; R x = H; R 2 = Bz; p = 0 

Suivant une seconde forme d 'execution, on peut procSder dans un sens inver- 
se, c'est-a-dire, dans le cas d'exemple ci-dessus, faire reagir le polya- 
cide de depart en presence de DCC avec la glycine (celle-ci ayant 6t§ 
pr6alablement estfirif iee) , eliminer le groupe ester protecteur, faire rea- 
gir le polymere ainsi obtenu avec un ester de phenylalanine, et ainsi de 
suite, jusqu'a obtention de la chalne finale. Les etapes d 'une telle forme 
d 'execution etant evidentes en soi pour l'homme de metier, notamment le 
specialiste des syntheses peptidiques, il n'est pas necessaire de les 
d§tailler plus avant ici. 

Bien entendu, les techniques utilisees pour la preparation du polymere 
I conviennent identiquement dans le ca3 des copolym^res II, la difference 
concernant simplement le choix du polyacide de depart, c'est-a-dire le 
remplacement du polyacide IV par un copolyacide correspondant, par exemple 
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- ( NH-CH-CO ) - ( HN-CHR ' -CO ) ^ 

(V) 

(CH 2 ) n -(COOH) 

Le polyaminoacide IV ou co-polyaminoacide V utilise comme produit de 
depart pour la preparation du polymdre I ou du copolymSre II s'obtient 
facilement par lea moyens habituels comprenant 1'esterif ication par un 
alcool inf§rieur du carboxyle lateral d'un acide de formule 



H 2 N-CH-C00H 
<CH 2 ) n -C00H, 

la transformation de 1' eater en N-car boxy anhydride correspondant (NCA) par 
le phosgSne en milieu dioxanne ou THF, la polymerisation du NCA en polyami- 
noacide esterifie et 1'hydrolyse du groupe ester protecteur en milieu 
alcalin ou par 1 'acide trifluoroacStique. De telles methodes sont connues 
en soi (voir par exemple Encyclopedia of Polymer Science and Technology; N- 
carboxyanhydride, vol II, page 837). Lorsqu'on desire parvenir a un copoly- 
mSre ou R' d6signe un carboxyle lateral partiellement esterifie (R' = 
(CH-) -C0OH et R' ' = -(CH o )^-C00Alk) on prendra soin que 1'hydrolyse du 
groupe eater protecteur ne soit que partielle. Ainsi, par exemple, le * 
produit de depart (V) qu'on mettra en jeu sera un copolym£re d 'acide H 2 N- 
CHC ( CH 2 ) n -CCX)Hl-C0OH et d'ester HN 2 ~CHC(CH 2 ) n -COOAlk3-COOH. 

En raison de la presence, le long de la chalne, de deux groupes 
carboxyliques, les polymdres I et II peuvent fixer certains ions metalli- 
ques, tela le Ca +2 , plus fermement que lea acides monocarboxyliques. 

Une telle propriete se rencontre aupres de certains polypeptides 
naturels presents dans l'organisme, tels la prothrombine, le facteur Xa du 
sang, l'osteocalcine des os et des cartilages; ces composes presentent des 
reates y -carboxyglutamiques (Gla) susceptibles de lier le Ca +2 (voir J. P. 
BURNIER et al., Molecular and Cellular Biology 39 (1981), 191-199). En 
particulier, l'osteocalcine presente une grande affinite pour 1 'hydroxyapa- 
tite et, quoique son r61e physiologique soit encore mal connu, elle joue 
probablement un r61e important dans le contrSle de la croissance osseuse. 

En ce qui concerne la prothrombine, celle-ci presente, dans sa mole- 
cule, dix restes Gla pettnettant a la prothrombine de se fixer, en presence 
de calcium, aux phospholipides constituants des membranes cellulaires. Dans 
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de telles conditions, la prothrombine prSsente la propria de se conver- 
tir r en presence du facteur Xa r en thrombine laquelle provoque la coagu- 
lation du sang en catalysant la transformation de fibrimogSne en fibrine. 
En 1' absence des restes Gla la prothrombine perd toute activity. 

Or, certains composes de 1' invention, et notamment l'acide poly-( y- 
malonylglutamique) 



-(NH-CH-OO) - 
I x 
( CH 2 > 2 -C0NH-CH(C00H ) 2 , 

pr6sentent une structure tr&s similaire a celle des restes Gla 

-(NH-CH-OO)- 

i 

CH 2 -CH(COOH) 2 

et des propri6t6s analogues. 

Ainsi, ils sont utilisables pour la fabrication de pro theses d'os et 
de cartilages intSgraleroent biocompatibles et biodSgradables sans formation 
de r£sidus tojciques. On peut rSaliser de telles prothSses par raoulage de 
melanges .d'hydroxyapatite en poudre avec, comme liants, les polymdres de 
1 'invention, en tout ou en melanges avec d r autres polymdres biodggradables. 
On prSfSre utiliser, pour un tel but, des polymdres I ou II dans lesquels p 
= 0. De telles prothSses sont mScaniquement trds rigides f mais se rSsorbent 
progressivement au fur et a mesuTe de la r£g£n£ration de l'os consolidS. 
Ainsi, 1' intervention finale hahituelle destin§e 3 £Liininer la prothSse 
aprds la guSrison peut-elle §tre £vit£e, 

Les presents polypeptides carboxyliques sont utilisables pour fournir 
des anhydrides cycliques, lorsque p est 6gal § 1 ou 2, par exemple par 
traitement des polyacides I ou II avec un carbodiimide tel que le DCC, 
comme indiqu6 ci-dessous: 
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-<NH-CH-C0) x - 



DCC 



(I) 



>> 




CO-0 



(CH~) -CONHCH 
2 n 



(IA) 



Cette transformation a pour effet de fournir des polymSres insolubles 
dans l'eau, mais solubles dans le nombreux solvents organiques usuels, tels 
que acetone, iaethyiethyl cetone, THF, dioxanne, ethyl acetate, monoglyme et 
autres, ce qui permet leur transformation aisee en billes, bitonnets, 
fibres, filaments, microcapsules etc... par les proc€d§s d 'extrusion, de 
coulage, d 'evaporation etc. Par hydrolyse, les polyraSres IA, ainsi que 
leurs homoloques IIA obtenus identiquement 3 partir de II, redonnent les 
polyacides I et II. 

Les polyiadres et copolymSres IA et IIA sont biodegradables et biocom- 
patibles lora de leur utilisation pour le relargage lent et contr61§ de 
medicaments par exemple 3 partir de films minces prepares par coulee d'une 
solution de polymdre et de medicament sur un support suivie d'un s£chage 
par Evaporation des solvants de la solution. De telles techniques sont 
d£crites dans "Controlled Release of Macromolecules from Polymers par R. 
LANGER et al.„ Biomedical Polymers, Ed. GOLDBERG et NAKAJIMA, Academic 
Press, 1980). Aprds sechage du film, le medicament peut se trouver 3 1'etat 
dissous ou sous forme de suspension de particules. 

Le polymdre IA et le copolyraSre IIA sont utilisables comme reservoir 
de medicaments de diverses manieres. Ainsi, par exemple, on peut employer 
les presents polymers IA et copolymeres IIA pour fabriquer des microcap- 
sules contenant un medicament. De telles microcapsules comprennent une 
membrane polymerique et contiennent une solution aqueuse ou huileuse dans 
laquelle le mfidicament est en suspension, ou en solution. On peut egalement 
fabriquer des microspheres, c'est-3-dire des particules solides ou billes 
contenant le medicament a 1'etat disperse ou a 1'etat de solution solide 
dans la matrice de polymere. On peut egalement fabriquer des produits 
microporeux d6nomm6s microeponges. En g6n6ral, on pourra mettre en oeuvre, 
au moyen des presents polyraeres, toutes les techniques de fabrication de 
medicaments retard, c'est-a-dire ayant la propriete de rellcher (relarguer) 
le medicament de raanidre prolongee au fur et a mesure de la degradation du 
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support. On trouvera un description de ces techniques dans les ouvrages 
suivants: "Biodegradables and Delivery Systems for Contraception", E.S.E. 
HAFEZ, MTP Press limited (1980); "Controlled Release Technologies = Me- 
thods, Theory and Applications" Vol. 1 et 11, A.F. KYDONIEUS, CRC Press 
(1980) et "Microencapsulation - New Techniques and Applications" par Ta- 
raotsu KONDO, Techno Inc. (1979) Japan. La solubility des presents polymdres 
dans de nombreux solvants, miscibles ou non 3 l'eau, est un avantage pour 
leur application selon les techniques dEcrites dans ces rEfErences. II est 
Egalement possible de preparer des fils constituEs de ces polymEres en 
extrudant une solution de ceux-ci dans une filiSre et en prEcipitan le fil, 
soit par Evaporation, soit par un bain de non-sol vant, selon les techniques 
habitueles de filage. Des filaments prEparEs ainsi peuvent Etre tricotEs, 
nouEs ou tissEs pour former des sutures, des ligatures ou des structures 
tubulaires pouvant servir d'artSres artificielles, de veines r de conduits 
ou d'organes internes 3 fonctionnement temporaire* Les polymEres de 1 'in- 
vention peuvent Egalement servir, soit direct ement, soit en melange avec un 
plastifiant, a la fabrication de films ou de pro theses chirurgicales ser- 
vant, par exemple, 3 la consolidation d'os fractures, comme des agrafes, 
des aiguilles, des vis, des plaques de renf orcement , des. tampons etc.*., 
ces matEriaux pouvant Etre rEalisEs par coulage ou moulage de solution, 
thennoformage ou par usinage de blocs de polymEre solides. De telles pro- 
theses fitant resorbables, elles sont progressivement EliminEes dans l'orga- 
nisrae et il n'est alors plus nEcessaire de prEvoir, comme on le fait 
actuellement, une nouvelle operation pour enlever le matEriau de renforce- 
ment et de consolidation. 

Les polymEres et copolymEres de-I 'invention sont Egalement utilisables 
pour la preparation de pansementa chirurgicaux biodEgradables. De tels 
pansements sont constituEs par une ou plusieurs couches successivement 
obtenues 3 partir de solutions de ces polymEres dans un solvant dEposEes 
sur un support et solidifies par Evaporation ou sEchage. 

On peut par exemple constituer de tels pansements par coulEes des 
solutions sur un support (ces solutions contenant, ou non, un ou plusieurs 
medicaments, par exemple un disinfectant) dans des conditions stEriles, en 
Eliminant le solvant, par exemle par la chaleur ou sous vide, puis en 
dEtachant ensuite le film insolubilisE du support et le sEcha.nt encore 
Eventuellement avant emploi (ou en l'emballant de maniEre stErile si son 
utilisation immediate n'est pas prevue). 

De tels pansements sont constituEs par une ou plusieurs couches sue- 
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cessives obtenuea & partir de solutions de ces polymdres dans un solvant 
hydrocompatible deposees sur un support et solidifies par extraction 3 
l'eau du solvant en question. Une telle extraction peut se faire par mise 
en contact avec de l'eau, par exemple par lavage ou immersion. 

On peut constituer de tels panseraents par coulees des solutions sur un 
support (ces solutions contenant, ou non, un ou plusieurs medicaments, par 
exemple un disinfectant) dans des conditions steriles, en traitant le tout 
a l'eau puis en detachant ensuite le film insolubilise du support et le 
sfichant eventuellement avant emploi (ou en l'emballant de maniSre sterile 
si son utilisation immediate n'est pas prgvue). L'avantage intrinsdque des 
polypeptides IA et IIA sur les polyalkyglutamates ou aspartates de l'art 
anterieur reside dans le caractSre instable des fonctions anhydrides, ce 
qui permet d' assurer la dissolution/biodegradation du polymdre sous sa 
forme hydrophobe d' anhydride. 

Les composes anhydrides I A et IIA sont egalement utiles en tant que 
"vecteur de medicament" (drug vector) pour fixer, de manidre covalente, des 
medicaments presentant une fonction reactive avec ce cycle (celle d'une 
enzyme, d'une proteine ou d 'un polypeptide) , par exemple une fonction 
amino, comme indique ci-dessous ou M designe la molecule d'un medicament a 
fixer sur le present polymdre: 

-(NH-CH-CO) - CONH-M 

(IA) + H 9 N-M » (CH-) -C0(NH-CHR-CO) m -NHCH-(CH«) -COOH~ 

^ z n ^ m 2 p 

Le polymere ainsi modifie par liaison avec le medicament M peut §tre 
en general manipuie corarae decrit precedemment et administre de meme, de 
fa^on qu'il agisse a son lieu de destination dans l'organisme. Une telle 
action pharraacologique pourra, dans certains cas etre due au polymere ainsi 
modifie lui-m§me, raais, le plus souvent le medicament ne sera actif qu'a- 
prds avoir ete s6pare, par exemple par hydrolyse, de son support. Dans le 
schema ci-dessus, les f leches indiquent les liaisons suseptibles de se 
scinder par hydrolyse. 

En ce qui concerne l'etat de la technique dans ce domaine, on notera 
que le greffage de molecules pharraacologiquement actives sur des supports 
macromoieculaires solubles est connu; on trouve en particulier de nombreu- 
ses references sur les techniques de greffage mises en oeuvre et les avan- 
tages des produits qu'on en obtient, ceux-ci etant generalement appeies 
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"polymSres pharmacologiquement actifs". On peut citer, par example, les 
ouvrages auivants traitant de tels sujets: 

- Polymers in medicine Advances Polynu Science, No 57, Springer Ed. 1984, 

- Polymeric Drugs, Ed. DOWARUMA et VOGI, Academic Press, 1978). 

Ainsi, ont ete decrits des polymdres pharmacologiquement actifs de type 
vinylique (acrylique) qui presentent le defaut majeur de ne pas §tre biode- 
gradables. Par centre, on a greffe des substances pharmacologiquement 
actives sur des polysaccharides degradables (Dextrane, par exemple) (voir, 
par exemple, HASHIDA et al; Drug Metab. Dispos.12 (1984), 492-499). 

On a egalement utilise des polyaminoacides comme supports de medica- 
ments, notamment en canceroth6rapie, Ainsi, la poly L-lysine, a ete utili- 
see comme support de medicaments anticancereux (SHEN and RYSER, Molecul. 
Pharmacol. 16, (1979), 614-622). L'acide polyaspartique a egalement ete 
employ^ (ZUNINO et al, Int. J. Cancer 30, (1982) 465-470) pour fixer de la 
daunoruhicine. Par ailleurs, on "a signals 1 'utilisation de l'acide poly- 
glutamique comme support de la norethindrone (produit anticonceptionnel) 
(ZUPON et al, J. Pharmac. Science 72, (1983), 1323-1326) de m§me que comme 
base d'un raedicament-cible anti tumoral par sa conjugaison avec un anticorps 
(ROWLAND et al, Nature (Lond), 255 (1975), 487-488 ?WILCHEK, Makromol. Chera. 
Suppl 2 (1979), 207-214). Plus recemment, on a synthetise de nouveau poly- 
mSres antitumoraux a base de mitomycine C. ROOS et al., Int. J. of Pharma- 
ceutics 22 (1984), 75-87) en partant d'acide polyglutamique ou aspartique 
et de polylysine. De plus, KATO et al ont divulgue une m4thode de couplage 
entre la daunomycine et un anticorps et leur fixation sur l'acide poly- 
glutamique (J. Med. Chem. 27, (1984), 1602-1607). 

On a egalement fixe 1 'adriamycine (medicament anticancereux) sur l'a- 
cide polyglutamique (Van Heeswijk et al., Journal of Controlled Release 1, 
301 (1985)). 

On a, par ailleurs, souvent utilise des copolymdres d' anhydride maiei- 
que et d'un autre monomSre vinylique pour des applications medicales. Ces 
polymSres ont d'une part une activibe pharmacologique intrinsSque apr£s 
hydrolyse (e'est notamment le cas pour 1' anhydride divinylether-maieique 
DIVEMA qui agit comme activateur de macrophages). D'autre part, sous la 
forme d'anhydride, ils sont capables de servir de supports de medicaments, 
notamment par reaction de la fonction anhydride avec un groupe R-0H ou R- 
NH 2 d'un principe actif a l'instar des anhydrides derives des polyacides de 
1 'invention; HIRANO et al, Makromol. Chem. 180 1125 (1979). Ces polymSres 
de l'etat de la technique ont toutefois 1 'inconvenient de n'gtre pas 
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biodfigradables et de s'accumuler dans les lysosomes, ce qui provoque 3 la 
longue une affection d6nomia£e "Syndrome macromoieculaire" ou thesaurosis 
(W.C. HUEPER Arch- Path. 28, 510,1939). 

Les polymdres de 1' invention ainsi que les anhydrides correspondants 
peuvent §tre employes pour former des macromoiecules solubles portant un 
principe actif et permettant un relargage lent de ce principe actif. On 
notera que, par rapport aux exemples connus de la technique decrits ci- 
dessus, ils presentent les avantages suivants: 

- simplicite d'emploi (les agents intermediates de couplage sont 
inutiles) 

- bonne solubility dans 1'eau meme avec des taux de fixation eieves, 
en raison de la formation, lors de la reaction de fixation du 
medicament (couplage) , d'un groupe -COOH (hydrophile) . 

Comme on l'a vu plus haut, les polymSres I et II presentent un int6r§t 
considerable en raison de leur pouvoir complexant (cheiatant) vis-a-vis de 
certains ions metalliques, notamment" le Ca +2 cette propriete etant due a la 
presence des groupeinents lat6raux dicarboxyliques. Des groupes dicarboxyli-t 
ques -CH- (COOH)2/ susceptibles de cheiater le calcium, font partie de 
l'acide -y-carboxyglutamique qu'on trouve dans certaines proteines humaines 
(voir J. P. BURNIER et al., Gamma carboxyglutamic acid, Molecular and Cel- 
lular Biology 39, 191-199, (1981), notamraent dans les os et les cartilages. 

Cette propriety de fixer le calcium, particuli^rement d6velopp§e dans 
le cas du derive aspartique (I, p = 1), rend les composes de 1'invention 
particuliSrement utiles pour la fabrication de prothdses d'os et de carti- 
lages entidrement biocompatibles et resorbables. Une telle prothdse peut 
par exeraple etre realisee par moulage d'un melange d 'hydroxyapatite 
Ca^Q(P0 4 ) 6 (0H> 2 en poudre et d'un liant constitue par le polyinSre ou copoly- 
m£re de 1'invention dans lequel p est, de preference, z6ro. Une telle 
prothese, quoique de grande rigidite mecanique a 1 'application, se resorbe 
lentement au fur et a mesure de la regeneration naturelle du membre conso- 
lide et permet d'6viter 1' intervention habituelle destinee a son elimina- 
tion aprds consolidation definitive. 

Les exemples qui suivent illustrent 1'invention en detail* 

Le dessin annexe est un graphique illustrant le pouvoir complexant du 
calcium des polyradres suivant 1'invention. 
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Methodes generales de synthase 

On synthetase les polymdres et copolym^res de 1 'invention de la maniSre 
suivante: on prepare tout d'abord de l'acide poly-L-glutamique ou de l'a- 
cide poly-L-aspartique, de manidre classique, par la methode des N-carbo- 
xyanhydrides. (Voir par exemple la deraande de brevet CH-5021/84). 

D'une mani&re g£nerale, on prefSre partir, pour preparer l'acide 
polyglutamique de la N-carboxyanhydride du y-benzylglutamate d'alcoyle ( y 
benzylglutamate NCA) qui permet d'obtenir dea polymdres de hauts poids 
moieculaires. Le poly- y -benzylglutamate ainsi obtenu est ensuite debenzyie 
par HBr dans le benzene pour donner l'acide poly-L-glutamique. 

On preparera l'acide polyaspartique de la aerae manidre, par polymeri- 
sation du p-benzylaspartate NCA et ensuite debenzylation du polyacide 
esterifie. Les poids moieculaires des polymSres obtenus sont g6neralement 
plus bas dans le cas du polyaspartate que dans celui du polyglutamate. 

Exemple 1 

Synthase de poly-C -Y-L-aspartyl-L-glutaminea et de son anhydride. 

On utilise comme polyra^re de depart du polyCGlu(OMe) 20 Glu(OH) Q0 3 f 
c'est-a-dire un polyacide representable par la forinule (V) dans laquelle R' 
= (CH 2 )-CXXDMe, y = 0,8 et z = 0,2 (x etant bien entendu rapport'e a 1 'uni- 
te). Ce copolymdre est prepare par hydrolyse incomplete de polyCGlu(0Me)3 
dans l'acide trifluoroacetique aqueux (ce polymere comport e done dans son 
squelette 20% d 'unite glutamate de methyle) . 

On dissout 3,8 g de polyCGlu(0Me) 2Q Glu(OH) Q0 D dans 30 ml de dime- 
thylforraamide (DMF) ce qui correspond 3 23,04 mmole de groupes -C00H. On 
ajoute 25 mmole d 'hydroxy benzotriazole (HOBt) a 8% d'H 2 0, soit 3,67 g, puis 
25 mmoles de di-t-butyl-L-aspartate.HCL, soit 7,04 g, ainsi que 6 ml de 
tributylamine (TBA) et 5,16 g de dicyclohexylcarbodiiraide (DCC) . On laisse 
sous agitation 20 heures a temperature ambiante puis on centrifuge le 
melange. On lave le culot (dicyclohexyluree) avec du CHC1 3 (50 ml) et on 
ajoute 1'extrait au surnageant. On ajoute encore 3 celui-ci 100 ml de CHCl^ 
et on lave successivement cette phase avec H 2 0 (3 fois 100 ml), NaHCO^ IN 
(2 fois 100 ml), H 2 0 (100 ml), HC1 Ih (3x100 ml) et H 2 0 (2x100 ml). On 
s§che le phase organique sur Na 2 S0 4 et on la concentre ^ 40 rah On rajoute 
100 ml d' ether et .d'hexane jusqu'cl apparition d'un trouble et on verse le 
tout dans 550 ml d'un melange d 'hexane-ether de petrole (35-45°) ce qui 
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provoque une precipitaion. Le precipite est redi 3 sous dans 20 ml de CHCI3, 
on ajoute 100 ml d' ether, on filtre sur celite, on rajoute de l'hexane dans 
le filtrat, on precipite et on seche le produit sous vide. On obtient 5,72 
g de polymere dont la majeure partie, correspond a la formule: 



-(NH-CH-C0) x - 



CH 2 ) 2 -C0NH-CH ( COO- 1 . Bu ) CHj-COO- 1 . Bu 

On dissout les 5,72 g de polymere dans 20 ml d'acide trif luoracetique 
(TFA) et on rajoute 40 ml de CHC1 3 , puis quelques ml d' acetone jusqu'a 
apparition d'un trouble. On verse cette solution dans 400 ml d'acetone sous 
violente agitation. On reprend le precipite fin obtenu dans 200 ml d'ace- 
tone + 200 ml d 'ether, on filtre et on seche. On obtient 3,68 g de polymere 
(IIA) (rendement = 90%), correspondent a la formule suivante (theorique): 

-( NH-CH-CO) - - ( NH-CH-C0) - -< NH-CH-C0) u ~ 

I I i 

(CH 2 ) 2 -C0NHCH-CH 2 COOH (CH 2 ) 2 -COOMe (CH 2 ) 2 -C00H 

COOH 

Un echantillon de polymere est hydrolyse 12 h dans HC1 6N a 120 °C. Par 
analyse de la composition, en acides amines de la solution, on constate la 
presence de 3 moles d'acide aspartique pour 4 moles d'acide glutamique, ce 
qui permet d'attribuer ies valeurs suivantes aux indices moleculaires: y = 
0,75, z = 0,2, u = 0/05. -Par ailleurs, le spectre RMN du polymere en 
solution TFA correspond bien a la structure proposee. Le produit ainsi 
obtenu est tres hygroscopique et doit gtre conserve au dessicateur. 

On dissout 0, 927 g du polyCGlu(0Me)Glu(0H)Glu(Asp)3 ci-dessus dans 10 
ml de DMF et on ajoute 3 mmole de DCC. Apres 20 heures sous agitation, on 
filtre et on ajoute au filtrat 30 ml d'ether. On verse ensuite ce liguide 
dans 350 ml d'ether et on ajoute au melange 200 ml d'ether de petrole ce 
qui occasionne la separation d'un solide. On centrifuge et on seche le 
culot ainsi obtenu ce qui fournit 0,73 g d'un polymere insoluble dans l'eau 
mais soluble dans le CHC1 3 . Le spectre IR de ce polymere confirme la 
presence de fonctions anhydrides (S = 1800 cm -1 ) et sa formule est done 
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-(NH-CH-CO) 0 ?5 - 



(NH-CH-CO) 



0,2 



-(NH-CH-CO) 



0,05 



(CH o ) o -C0NH-CH CO 




<CH 2 ) 2 -COOMe 



(CH 2 ) 2 -COOH 



Exemple 2 

Synthase de la polyC y -L-glutamyl-glutamine3 et de son anhydride • 

On dissout 2,5 g d'acide poly-L-glutamique (0,0192 moles COOH) dans 50 ml 
de DMF et on ajoute dans 1'ordre 2,85 g d 'hydroxybenzo-triazole 3,63 g de 
tributylamine 0,7 g de chlorhydrate de dibenzyl glutamate et 3,95 g de 
dicyclohexylcarbodiimide (DCC). On laisse 24 heures sous agitation a tempe- 
rature ambiante. On filtre la dicyclohexylur§e form§e et on Svapore le 
filtrat (40°C/1 TorrK Le pr£cipit6 est redissous dans du chloroforme (50 
ml) et lav§ successivement avec NaHC0 3 0,1 N, H 2 0, HC1 1% et H 2 0 saturSe de 
sel (100 ml). On centrifuge a chaque lavage pour sSparer les phases organi- 
ques et aqueuses. On sdche finalement la phase organique sur WgSO^, on 
filtre et on fait prScipiter la solution par adjonction d'un excSs d'Sther, 
Le polym£re est redissous dans du MeOH (20 ml), on ajoute de l'acide 
antique (30 ml) et 5 ml d'H 2 0; on ajoute 2 g de palladium sur charbon 
actif et on fait barboter de l'hydrog§ne 15 heures dans cette solution* 
AprSs filtration du charbon actif, on dialyse la solution 3 jours dans 
l'eau distillSe, puis on effectue une lyophilisation ce qui fournit 3,5 g 
de poly( y -L-glutamyl-glutaminel * 

Le polym£re peut §tre stock£ sous sa forme diacide carboxylique ou on 
peut le cycliser de la manidre suivante; 

On dissout 1,44 g de ce polyraSre dans 200 ml de DMF et on ajoute 2,3 g 
de DCC. On laisse le tout 24 h en agitation; 3 70°C on filtre la dicyclohe- 
xylurSe (DCU) et on ajoute de lather ce qui fait pr§cipiter le polym^re. 
Le spectre IR d'un film mince de ce polymdre, obtenu par d€p8t d'une couche 

de sa solution dans le CHCU sur une plaque de verre, montre la presence de 

-1 

la fonction anhydride (1 pic 3 1830 cm ). 

En proc^dant comme dans 1' exemple 1 qui pr£c&de, mais en rempla^ant 
l'acide polyglutamique par l'acide polyaspartique correspondant , on obtient 
la polyC-y -L-aspartyl-L-aspartamineJ . Celle-ci peut §tre cyclis£e en anhy- 
dride correspondant par les moyens sus-indiqu§s. 
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De m§me, en utilisant comme polyacide de depart un copolymdre 50/50 
d'acide glutandque et de leucine, on obtient tout d'abord un copolymSre de 
formule 

- ( HH-CH-00 ) - ( NH-CH ( iso-Bu ) -CO- ) ^ 

( CH^ ) 2 -C0NH-CH- ( CH 2 ) 2 -C00H 
COOH 

ou y = z = 0,5 avec x = l f puis 1' anhydride corredpondant par lea moyens 
sua-indiques. 

Exemple 3 

Fixation de composes amines sur lea polyglutamine-anhydrides. 

Les reactions suivantes ont ete effectufies avec des polyacides de 
1'invention sous la forme d 'anhydrides et certains acides amines: On a 
ajoute goutte' a goutte i des solutions des polypeptides dans le DMF des 
solutions aqueuses (ou DMF) des acides amines. On a laisse sous agitation 
pendant 14 heures, aprSs quoi on a salifie le polymSre obtenu par NaHC0 3 
N/10 et on a procede a 24 h de dialyse dans H 2 0 suivie d'une lyophilisa- 
tion. On a analyse des echantillons des produits obtenus (aprSs hydrolyse 
dans HC1 6 N) pour determiner le taux de fixation des acides amines. Les 
r€sultats figurent au tableau ci-dessous. On peut remarquer d'aprSs ces 
resultats que le taux de fixation depend en partie de la solubility des 
produits de depart dans le milieu ractionnel 

Polypeptide Compose milieu r6actionel taux de fixation 

anhydride amine % 



poly(Glu-glutamine)- glycine methyl- DMF (bonne 75% 
anhydride ester solubxlite 

Alanine DMF + H 9 0 20% 



poly (Asp ( a nh ) glu- 
t amine 



Glycine 



DMF + H 2 0 (solu- 
bility moyenne) 



50% 
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En g§n£ral, il faut choisir coirane milieu rSactionnel un solvant oil melange 
de solvant tel que la reaction du groupe -NH 2 de la substance 3 fixer soit 
favorisSe par rapport 3 celle du l'hydrolyse du cycle anhydride. 

Exemple 4 

PolyC y -2- ( dicar boxy-1 , 3- p ropyl ) glu tamine J 

II s'agit du polyglut amide de 1'acide 2-aminomalonique dont le nom, suivant 
la nomenclature IUPAC est polyCiminoCl-oxo-2(l ' ,3'-dicarboxy-2'-imino- 
carbonyiethyldne) -ethylene!]:]. 

On dissout 5 g d'acide polyglutamique (PGA) dans 100 ml de EMF; on 
ajoute ensuite 7,16 g de tributylamine, 7,10 g de chlorhydrate d ' aminomalo- 
nate dimSthylique (0,0387 moles) et, 5,23 g d'HOBt. On refroidit vers 0°C 
et on ajoute 7,97 g de DCC dissous dans 20 ml de DMF, Apr£s 24 heures on 
filtre et on pr£cipite le polymSre par adjonction d'H 2 0. On redissout le 
solide dans de 1' acetone et on repr§cipite par l'eau. On redissout dans 
CHC1 3 et on sSche la solution sur MgSO^, On filtre sur gooch en verre 
frittg et on prScipite par 1' ether. On obtient 5,8 g de polymSre est£rifi£ 
ayant la formule suivante: 

-(NH-CH-CO) - 
J x 

CH- 
1 2 

CH~ 
I 2 
CO 
I 

NH 

CH 3 OOC-CH-COOCH 3 

Le spectre RMN du polymSre en solution dans l'acide trif luoracStique cor- 
respond a la formule ci-dessus. (S = 3,15 ppm, 0CH 3 ). On ajoute le polymdre 
(3 g) § 30 ml de K0H N/10 dans le MeOH. On ajoute ensuite 25 ml d'H 2 0. Le 
polymSre se dissout peu a peu. Aprds 17 heures, le pH est ramenS § 7 et la 
solution est dialysSe 1 jour dans H 2 0 puis HC1 3 IH. On lyophilise le tout 
et on obtient ainsi 2,45 g du polymSre de formule: 
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-(NH-CH-C0) x - 

(CH 2 ) 2 -C0NH-QH CCXDH) 2 

On mesure la proportion dea amino-acides d'un echantillon apr£s hydrolyse 
totale de celui-ci dans une solution HC1 6N (24 h) d'oO on deduit que le 
taux de fixation du radical malonylamido est de 85% . L' analyse consiste a 
doser la glycine qui se forme, lors de 1 'hydrolyse, par decarboxylation du 
reste aminomalonique. 

Exemple 5 

poly-< v-aspartyl-anhydride-glycine-glutamine) 
On pr§pare tout d'abord le dipeptide de formule 

OtBu 
i 

Z-Gly-Asp-OtBu 

par couplage classique a la dicyclohexylcarbodiimide de Z-Gly(OH) et de 
H 2 N^Asp(OtBu) 2 , Ce dipeptide est ensuite soumis a une debenzylation cata- 
lytique parl'hydrogSne/palladium pour donner H-Gly-Asp(OtBu) 2 . Ce peptide 
est cristallise sous forme de sel de d i benzyl sulfijnide (HN(S0 2 -Bz) 2 dans 
1' 6ther • On le couple ensuite a l'acide polyglutamique comme dgcrit dans 
les exeraples precedents. On filtre la DCU formee, on pr6cipite le polym^re 
dans NAHC0 3 0,1N, on le lave avec H 2 0 et on le dissout dans du dioxanne 
sature d'HCl (4 N). Aprds 20 minutes, le polymdre precipite. On evapore a 
sec et on dissout le produit dans un tampon carbonate pH 7. On filtre pour 
eiiminer les parties insolubles et on dialyse le polymdre centre H 2 0 pen- 
dant 24 heures, puis contre HC1 Ih 24 heures. On lyophylise. la solution et 
on obtient un polymdre ayant la formule suivante: 

-HN-CH <CO-)(CH 2 ) 2 -CONH-CH 2 C0NHCH ( COOH ) -CH 2 C00H 

Ce polymSre est repris dans le CMF et f a la solution, on ajoute 1,5 equiva- 
lent de DCC. Apr§s 24 heures de reaction, on filtre la DCU, on evapore le 
DMF et on redissout le polymSre dans un minimum de choroforme. On filtre a 
nouveau pour eiiminer les traces restantes de DCU, on precipite le polym^re 
dans un melange 50/50 ether/ether de petrole et on s£che sous vide. Le 
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spectre IR d'un film de ce polymere obtenu a partir d'une solution dans 
1'acide trifluoroac£tique montre la presence de groupements anhydride ( X = 
1830 cm. ) 

L' analyse des acides amin#s resultant de l'hydrolyse to tale du poly- 
mdre montre que le taux de greffage est de 78* . 

Exemple 6 

Le but de cet exemple est de mettre en Evidence le pouvoir complexant 
de divers polymeres suivant l 1 invention vis-a-vis des ions calcium. 

On a introduit dans une sfirie d'enveloppes de dialyse (boyaux) des 
portions de 1 ml de solution aqueuse contenant du Ca +2 radioactif 100, jil 
de 45 Ca 10 -3 M et des Suantites variables de divers polymeres suivant 1' in- 
vention (ainsi qu'un contrSle). Les polymeres Studies etaient: acide poly- 
glutamique (contrSle A); poly- (malonyl-glut amine) B; poly-(aspartylgluta- 
mine)C; poly-(glutaryl-glutamine) D. 

On a placS ces enveloppes dans 7 ml de tampon phosphate i pH 7,5 et on 
a laisse* la dialyse s'effectuer jusqu'a l'equilibre (24 h); on a mesurS au 
raoyen d'un compteur d scintillation les concentrations de calcium dans le 
tampon de dialyse, a l'ext6rieur de la membrane, et dans la solution dialy- 
see a l'interieur de la membrane. On a ensuite d£termin§ le rapport ih) 
entre le calcium li£ au polymere par rapport au calcium total. Les r§sul- 
tats sont rassembl^s au graphique annexS en fonction (abcisse) de la quan- 
tity de polymere exprimge en mMoles/1 de restes porteurs de groupes carbo- 
xyliques.. et montrent que 1'acide polyglutamique n'a qu'un pouvoir de fixa- 
tion du calcium tr£s limits par rapport aux polypeptides dicarboxyliques de 
1' invention. 

Exemple 7 

Cet exemple est destine* a montrer que le derive" poly( Y-malonylgluta- 
mine) se lie en presence de Ca +2 , aux surfaces lipidiques comme le fait la 
prothrombin - (voir par exemple S.P. BAJAJ et al., Journal of Biol. 
Chemistry, 250(6). 2150-2156 (1975)). 

On a op£r€ de la manidre suivante: 

On a prepare tout d'abord une suspension de liposomes en dissolvant 
250 mg de Ificithine dans 36 ml de CHC1 3 , en ajoutant 10 ml de tampon (20 mM 
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Tris, HC1 + 40 mMol NaCl, pH 7,5) et en soumettant ce melange aux ultra- 
sons & 50°C. AprSs Evaporation du CHC1 3 , on a rajoutfi 30 ml de tampon, on a 
ajuste le volume total 3 40 ml et on a centrifuge 1/2 heure § 60000 rpnu On 
a repris le culot dans 41 , 6 ml de tampon ce qui a fourni une suspension de 
liposomes 3 6 mg/ml. 

On a introduit ensuite dans une s£rie de tubes d essai des solutions 
aqueuses 10 mM en ions Ca contenant chacune 2 mg/ml de liposomes et des 

quantity croissantes (de 0,025 § 1 mg/ml) de poly( y -malonylglutamine) 
14 

marquee au C. (Pour marquer la poly( y -malonylglutamine) , on a fait 
rSagir celle-ci avec du glycinate de m£thyle radioactif 14 C en presence de 
EEDQ, (2~6thoxy-l-§thoxy-carbonyl-l,2, dihydroquinol£ine) de maniSre a 
substituer environ 1% des restes maloniques par le glycinate et obtenir 
ainsi une activit§ sp£cifique de 37000 dpm/mg (d£sint6grat/min) de poly- 
mer e. 

Aprds 30 minutes r on a centrifuge les liposomes et on a mesur§ ensuite 
la radioactivity pr£sente dans le surnageant, cette quantity caract£risant 
le pourcentage de poly( -malonylglutamine) non fix6 par les liposomes. 

Le tableau suivant rassemble les r§sultats obtenus: 

No tube polymSre Ca ++ liposomes H polym§re non 

(mg/ml) (mM) (mg/ml) fixS 



1 


1 


10 


0 


'95,7 


2 


0 r 025 


0 


2 


92,0 


3 


0,025 


10 


2 


5,0 


4 


0,05 


10 


2 


21,8 


5 


0,1 


10 


2 


48,2 


6 


0,25 


10 


2 


76,3 


7 


0,5 


10 


2 


84,4 


8 


0,75 


10 


2 


90,0 


9 


1 


10 


2 


92,2 



Ces rSsultats montrent que 1 mg de liposomes fixe 0,5 mg de poly( -y-malonyl 
glutamine) en presence de calcium. On voit aussi (essai No 2, qu'en 1'ab- 
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sence de Ca , il n'y a pas de fixation du polymSre sur les liposomes. Le 
comportement de ce polymSre, dans les conditions susmentionn§es, est done 
analogue 3 celui, naturel, d'une proline du sang. 



Les polymdres suivants: -poly( Y-glutamylglutamine) ; -poly< y -aspartyl- 
glu tamine); -poly ( y-raalonylglut amine) ont £t§ dissous dans une solution NaCl 
isotonique a pH 7 f 4 (0,01 M phosphate) a une concentration de 100 nig/ml. 

Les solutions ont §t6 inject^es i.p. 3 des souris blanches (25-30 g) 
jusqu'S une dose de 2000 mg/kg (5 tests par dose), Apr£s une pSriode 
d'observation de 4 semaines, on n'a constats aucun effet l£tal sur les 
animaux d 'experiences et ceci jusqu'i la dose de 2000 mg/kg. 



Exemple 8 
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REVENDICATIONS 



1. Polypeptide carboxyle hydrosoluble biodegradable derive des acides 
polyaspartique et/ou polyglutamique de formule 



-(NH-CH-CO) x - 



(I) 



( CH 2 ) n "CO- ( NH- CHR-CO ) m -NHCH- ( CH 2 ) p -C0OH 



COOH 
t 



et sea copolymeres, avec d'autres acides amines, de formule 



R* 



- ( NH-CH-CO ) - ( NH-CH-CO ) z ~ 



(II) 



COOH 
l 



( CH- ) -CO- ( NH-CHR-CO ) -NHCH- ( CH 2 ) -COOH 
2 n m . * p 



ou les groupes 8 et R', identiques ou differents, sont des restes d'amino- 
acide, ceux d'entre-eux comportant un groupe COOH pouvant §tre libres ou 
partiellement ou totalement esterifies; m est un nombre entier de 0 a 5, p 
est egal a 0, 1 ou 2, n vaut 1 ou 2 et x qui est egal a y + z est choiai 
pour que la masse raoleculaire du polypeptide ne aoit pas inferieure a 5000 
D. 

2. Polypeptide suivant la revendication 1, caracterise par le fait que 
R est choisi parmi les restes methyle, ethyle, isobutyle, phenyle et ben- 
zyle. 

3. Polypeptide suivant la revendication 1, caracteriaS par le fait 
que, les chalnons intermediates d'indice m aont choisia parmi lea amino 
acides suivants: glycine, alanine, valine, leucine, iaoleucine, phenylala- 
nine, tyroaine, s§rine, cysteine, methionine, lysine, arginine. 

4. Polypeptide auivant la revendication 1, caract§ris6 par le fait que 
l'ossature du composS I est choisie parmi les acidea polyglutamiquea et 
aspartiques et que l'ossature du compost II est choisie parmi les copoly- 
meres des acides glutamique et /ou aapartique avec un ou plu3ieura autrea 
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acides amines choisis parmi 1 'alanine, la leucine, la valine et la phenyla- 
lanine. 

5. Polypeptide suivant la revendication 1, caracterise par le fait que 
le copolymSre II est choisi parmi les copolymSres des polyglutamines ou 
aspartamines I avec, comme co-monomSres, respectivement, l'acide glutamique 
et/ou les glutamates d'alcoyles inferieurs et l'acide aspartique et/ou les 
aspartates d'alcoyles inferieurs. 

6. Polypeptide suivant la revendication 1, caracterise par le fait que 
les groupes carboxyliques sont salifies par des cations mStalliques alca- 
lins ou alcalino-terreux, par des amines priraaires, secondaires ou ter- 
tiaires ou qu'ils sont sous forme d "anhydrides cycliques. 

7. Utilisation du polypeptide I et ses colopymdres II suivant les 
revendications 1 S 6 comme reservoir de medicament t eff et retard dans 
l'organisme, ce dernier etant progressivement libSrg 3 son lieu de destina- 
tion consecutivement a la biod§gradation du polymer e port ear. 

8. Utilisation suivant la revendication 7 , caracterisee par le fait 
qu'on melange ledit medicament et ledit polym&re de fagon homogSne et qu'on 
fa^onne ce melange sous une forme pharmaceutiquement acceptable, 

9. Utilisation suivant la revendication 8, caracterisee par le fait 
qu'on plasfifie le polymSre par un plastifiant, notamment un polyalcoyl£ne 
glycol, qu'on y ajoute un medicament, puis qu'on moule par la chaleur le 
produit thermoplastique ainsi obtenu sous forme de granules, bStonnets, 
capsules ou autres particules aptes 3 etre administrees par toutes voies 
habituelles. 

10. Utilisation des polymSres I et copolymSres II, suivant la revendi- 
cation 1, pour fabriquer des implants et prothSses biodegradables utilisa- 
bles en chirurgie. 

11. Utilisation suivant la revendication 7, caracterisee par le fait 
qu'on fait rSagir les polymdres et copolym£res I et II sous leur forme 
d' anhydride cyclique avec une substance susceptible de reagir avec les 
anhydrides et, partant, de se fixer par une liaison covalente sur lesdits 
polymeres. 

12. Utilisation suivant la revendication 11, caracterisee par le fait 
que ladite liaison covalente est biodegradalbe au lieu d 'administration du 
polymeria dans l'organisme* 

13. Utilisation suivant la revendication 11, caracterisee par le fait 
que ladite substance reagit avec 1' anhydride par 1' intermediate d'une 
fonction amino, amido, hydroxy ou thiohydroxy. 
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14. Utilisation suivant la revendication 10 , pour la preparation 
d' implants ou prothSses d'os biod£gradables, caract§ris6e par le fait qu'on 
const itue de telles prothSses d'hydroxyapatite li£e par lesdits polyraSres I 
ou copolymSres II. 

15. Utilisation des polymSres I et copolymer es II en tant que medica- 
ments antiviraux et antitumoraux. 

16. Proc§d§ de preparation des polymSres I et copolymSres II suivant 
la revendication 1 ou m = o, caract6ris£ par le fait qu'on fait r£agir un 
polyacide de formule -< NH-CHC (CH^-aXlM -CO- > x IV r ou le copolyacide cor- 
respondant de formule -( NH-CHC < CH ) n -C00H3 -CO ) - y < NH-CHR ' -CO- ) z V ou n, x, y, 
z et R' ont le sens prScite, avec un ester d'aminoacide de formule I^N-CH 
C(CH 2 ) p -C00Y]-C00Y III o0 p a le sens prScite et Y dSsigne un alcoyle 
d'est£rification en presence de dicyclohexylcarbodiimide (DCC), de raanidre 
a obtenir les polymSres I ou copolymSres II sous forme estSrifiee, puis 
qu'on soumet ces polymSres-ester & une d£salcoylation par hydrolyse .ou 
hydrog§nolyse catalys£e de fa^on d les convertir en acides carboxyliques 
libres. 

17 • Proc£d£ suivant la revendication 16 applicable au cas ou ra *,0, 

caract§ris6 par le fait qu/on utilise en place de 1 'ester III un diester de 

formule H 7 N-CHR-CO- ( NH-CHR-CO ) -NH-CHC ( CH~ ) -C0OY3-C0OY VI ou les R, iden- 
z m z p 

tiques ou diffSrents, ainsi que m, p f et Y ont le sens pr€cit£. 

18. Proc€d§ suivant la revendication 17, caract§ris§ par le fait que 
. le diester de formule (VI) est obtenu par couplages successif s sur le 
diester III, en presence de DCC, d'aminoacides dont le NH 2 est temporaire- 
ment d£sactiv£ par un groupe protecteur r par exemple benzyloxycarbonyl, ce 
groupe protecteur §tant £lirain6 par d£shydrog£nation aprds chacun desdits 
couplages. 
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